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の細胞に対 しALP染色 を行 うと明 らかに染色性
を示 さない細胞 が多 く認められた。Sclerostin,
DMP-1の免疫染色 では,細 胞突起 を伸長 させた
培 養 細 胞 に 発 現 が 認 め ら れ た。Real-time
quantitative　PCRの結 果で はALPならびにCol1
の発現は培養骨細胞ではほとんど発現せず,そ の
値 は培養骨芽細胞 に比較 して約10分の1だ った。
反対にsclerostinならびにDMP-1の発現は培養骨











に開催 された。委員より,1)酵 素処理液 にBSA
を入れた理由,2)ア ルコール処理の理由,3)培
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骨組織 を構成 す る細 胞 には,骨 芽細胞,破 骨細
胞,骨 細胞 が上 げ られ る。骨 に メカニカル ス トレ
スが加わ る と,骨 細胞 が メカ ノセ ンサー と して働
き,骨 芽細胞 や骨髄 の細胞 に シグ ナル を送 り,骨
形成 と骨吸収 をコ ン トロール してい る と考 え られ
てい る。 しか し,現 在 の ところ骨 細胞 のメ カ ノセ
ンサ ーと しての機能 について は不明 な点が多 い。
その原因 として骨細胞 の培養系 の確立 の困難 さが
挙 げ られ る。本研 究 の 目的 は ラッ ト頭蓋 骨 よ り骨
細胞 を分離 し,こ れ らの細胞 が骨 代謝研 究 に応用
で きるか を検討 した。
生 後5日 目の ラ ッ トの頭蓋骨 を摘 出 し,軟 組織
お よび骨 膜 を丁 寧 に除去 し,70%エ タノ ール で
骨表 面の細胞 を死滅 させた。最初 に骨片 を細切 し,
コ ラゲ ナ ーゼ を含 む 酵素 液 に浸 漬 し37℃で20分
間振 盪 した。 その後,上 澄み を回収 し遠 沈操作 に
て細胞 を採取 した。 この操作 を4回 繰 り返 した。
次 にEDTAを含 む脱 灰液 で37℃,20分間振盪 し,
上澄 み を回収 し遠沈操 作 にて骨細 胞 を回収 した。
この後,同 様 に骨片 を酵素液,脱 灰液,酵 素液 と
交互 に変 えて細胞 を採取 した。 培地 に は10%cs,
ペ ニ シ リン,ス トレプ トマイ シ ンを含 む αMEM
を用 い,37℃,5%CO2の 下 で 培養 した。細 胞
の解析 方法 はalkaline phosphatase(ALP)染色,




PCR法を用 いて解析 し培 養骨芽細 胞 と比較 した。
培養6日 目において,細 胞突起 を伸 ば した,骨
細胞様 の形状 の細 胞 が数多 く確認 で きた。 これ ら
